J. Turk. Phytopath., Vol. 49 No. 2, 35-39, 2020

Reseacrh Article
The Journal of Turkish Phytopathology

fitopatoloji.org.tr

Determination of Virulence Grades of Fusarium spp. Isolates Causing
Wilt and Root Rot on Chickpea In-vitro Conditions
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ABSTRACT

This study was carried out in order to determine the virulence grades of Fusarium species causing root rot and wilt on
chickpea in Eskisehir, Usak, Kiitahya and Denizli provinces by pathogenicity tests. In this context, firstly, survey studies were
carried out during the 2015 chickpea production season. As a result of the surveys, a total of 892 plants showing disease
symptoms were collected from 56 different fields, including 225 plants from 12 fields in Eskisehir, 243 plants from 16 fields
in Usak, 308 plants from 16 fields in Kiitahya and | | 6 plants from Denizli. As a result of isolations made from these plants, a
total of 714 Fusarium isolates were obtained, 178 of which were collected from Kiitahya, 147 from Eskisehir, 167 from Denizli
and 222 isolates from Usak provinces. In 2016, the isolates were tested for pathogenicity in petri dishes in-vitro conditions,
and their virulence grades were determined based on the percentage of disease severity. The results showed that, 32 isolates
caused disease severity rates between 0-20%, |13 isolates between 20-40%, |34 isolates between 40-60%, 271 isolates
between 60-80% and |64 isolates between 80-100%. According to these results, high virulence isolate rate was determined
as 60.9% of all isolates.
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Nohutta Kok Ciirikliigii ve Solgunluga Neden Olan Fusarium spp. izolatlarinin In-vitro Kosullarda
Viriilenslik Derecelerinin Belirlenmesi

Bu calisma, Eskisehir, Usak, Kiitahya ve Denizli illerinde nohutta kok ¢lriikligi ve solgunluga neden olan Fusarium tiirlerinin
elde edilmesi ve virlilenslik derecelerinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Yapilan surveyler sonucunda, Eskisehir'de 12
tarladan 225 bitki, Usak’ta |6 tarladan 243 bitki, Kiitahya'da |6 tarladan 308 bitki ve Denizli’de 12 tarladan |16 bitki olmak
lizere toplamda 56 farkl tarladan 892 adet kok ciiriikliigli ve solgunluk belirtisi gosteren bitki toplanmistir. Bu bitkilerden
yapilan izolasyonlar sonucunda, Kiitahya'dan toplanan bitkilerden 178, Eskisehir'den 147, Denizli'den 167 ve Usak’tan 222
izolat olmak Uzere toplam 714 adet Fusarium spp. izolati elde edilmistir. 2016 yilinda in-vitro kosullarda bu izolatlarin
patojenisite testleri yapilmis ve % hastalik siddetine gore virlilenslik dereceleri belirlenmistir. Toplam 714 Fusarium spp. izolati
arasindan 32 tanesinin %0-20, | |3 tanesinin %20-40, 134 tanesinin %40-60, 271 tanesinin %60-80 ve |64 tanesinin ise %80-
100 arasi hastalik siddeti degerine sahip oldugu saptanmistir. Bu degerlere gore viriilenslikleri yliksek izolat orani % 60.9 olarak
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Nohut, Fusarium, kok ¢lriikligi, solgunluk, patojenisite

GiRiS

Yemeklik baklagiller dlinyadaki 2 milyardan fazla insan
igin protein kaynag! olup, bitkisel proteinlerin %22’si,
karbonhidratlarin ~ %7’si; hayvan beslenmesindeki
proteinlerin %38’i, karbonhidratlarin 9%5’i yemeklik
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tane baklagillerden saglanmaktadir (Anonim, 2019).
Nohut, soya fasulyesi ve kuru fasulyeden sonra
diinyada yetistiriciligi yapilan en 6nemli yemeklik tane
baklagil bitkisidir (Namvar ve Sharifi, 201 1). Dinya
nohut Uretiminin yaklasik %7 |’ini Hindistan tek basina
karsilarken, Hindistan’i sirasiyla ABD, Avustralya,
Kanada ve Ttrkiye izlemektedir (Anonim, 2019).

Turkiye’de nohut, 2018 yili verilerine gére 5 144 159
da’lik ekim alani ile yemeklik tane baklagiller icinde
%58’lik paya sahip olup, uretim miktari 630 000 ton,
verim ise 123 kg/da’dir (TUIK, 2020). Ulkemizde
nohut Uretim alanlari genis olmasina ragmen verim
istenen dizeyde degildir. Baslica azalig nedenleri,
bolgesel gesitlerin  hastaliklara hassasiyeti, gevresel
stres, kuraklik, zararlilar ve hatali Griin yonetimidir.
Uretim azalisindaki en &nemli nedenlerin basinda
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Gizelge |. Survey yapilan illerde 2015 yilina ait nohut verileri (TUIK, 2020)

I Ekim alani (da)*

Uretim miktari (ton) Verim (kg/da)

Usak 297 093
Kitahya 177 068
Isparta 151749
Denizli 86 573

35898 121
20 368 16
|7 346 14
8 620 100

*Ekim alanlarinin 9%0.5’i survey planina dahil edilmistir.

Ascochyta yanikligl, solgunluk ve kok clrikligi
hastaliklar gelmektedir (Soran, 1977; Haware ve ark.,
1986; Maden, 1987; Dolar, 1996; Nene ve ark., 1996).
Bu hastaliklara neden olan etmenlerden &zellikle
toprak kokenli patojenler ile miicadelenin oldukga zor
olmasi nedeniyle bliylik ekonomik kayiplar meydana

gelmektedir.
Bugline kadar diinyanin farkli yerlerinde 50’den fazla
patojenin  nohutlarda  hastaliga sebep  oldugu

bildirilmesine ragmen ekonomik énemde zarar yapan
birkag  6nemli toprak patojeni bulunmaktadir.
Ulkemizde Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, F. solani, F.
acuminatum, F. moniliforme, F. sambucinum, F. equiseti,
F. redolens, Rhizoctonia solani, Macrophomina phaseolina
ve Cylindrocarpon tonkinense nohutlarda solgunluk ve
kok gurikligine neden olan etmenler olarak
saptanmistir (Soran, 1977; Yiicel ve Gincl, 1991;
Dolar, 1996; Dolar ve Nirenberg, 1998, Tekeoglu ve
ark., 2017; Basbagci ve ark., 2019).

Nohut ekimi yapilan alanlarda son yillarda dikkati geken
ve izerinde cgalisiimaya baslanilan Fusarium oxysporum f.
sp. ciceris (Padwick) (Foc) Ulkemizde ve dinyada
Ascochyta yanikligl hastaligindan sonra ikinci derecede
yaygin bir patojendir (Haware ve ark., 1986; Dolar,
1996). Ulkemizde nohut ekim alanlarinin yaklagik
olarak %40’ ve nohut tohumlarinin biiyk bir kismi bu
etmenle bulagik olup 6nemli iriin kayiplarina neden
olmaktadir (Maden, 1987). Aydin ve inal, (2019)
tarafindan  yapilan  molekiiler  karekterizasyon
calismasinda, 8 F. oxysporum izolatinin yakin akrabalik
yoninden farkli iki grupta yer aldigini ve virilenslik
derecelerinin de farkli oldugunu bildirmislerdir. Yine
son yillarda Ullkemizde ve dilinyada yapilan birgok
galismada bu etmenin nohuttaki patojenik varyasyonu
ortaya konulmustur (Bayraktar ve Dolar 2012; Kaur ve
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Sekil I. Solgunluk ve kok g(jrklijgij beIirteri gélen
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ark. 2015; Demirel ve ark. 2019; Chaithra ve ark.,
2019). Boylece bu etmenin irklarinin nohut bitkisinde
degisik oranlarda viriilens oldugu varsayilmaktadir.

Bu galismada, Turkiye'nin onemli oranda nohut tarimi
yapilan 4 ilinde nohuttan izole edilen Fusarium tiirlerinin
in—vitro kosullarda patojenisite testleri sonucunda
virilenslik durumlar ortaya konulmustur. Boylece
nohut ekimi yapilan alanlarda Fusarium tiirlerinin neden
oldugu hastaliklarin siddeti hakkinda bilgiler elde edilmis
ve vyapilacak olan dayanikliik calismalarina katk
sunulmasi umulmaktadir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Calismanin  fungal materyalini surveyler sirasinda
toplanan enfekteli nohut bitkilerinden izole edilen
Fusarium spp. izolatlari olusturmaktadir. Patojenisite
testi calismalarinda hassas nohut cesidi olarak, Dolar
(1995)'in yaptig gesit reaksiyonu galismalar sonucu
hassas olarak degerlendirilen ILC 482 kullanilmistir.

Yoéntem

Survey calismalari

Survey calismalari 2015 yili nohut Uretim sezonunda
Eskisehir, Usak, Kiitahya ve Denizli'de ydritilmustir
(Cizelge ). Surveyler esnasinda her ilin en yogun
olarak nohut tarimi yapilan bolgelerinde her 20 km’de
bir durulmus, yolun sag ve solundaki tarlalarin ortasina
dogru “Z” seklinde gezilerek hastalikh bitkiler
toplanmistir. Gezilen tarlalarda sararmis, solgun, oli
gorilen bitkiler hastalikli olarak kabul edilmistir (Sekil
la, b).

Tarlalarin blyukligtne bagli olarak her tarladan en az
5’er (10 da’a kadar 5, 10-20 da arasi 10, 20-50 da arasi
I5, 50 da’dan blyik tarlalardan 20-30 adet) bitki

: ’ CGBASBAGCL |
en nohut tarlasi (a), hastalikli nohut bitkisinin kokleri (b)
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toplanmistir.  Toplanan  bitkiler kok  bogazinin
yukarisindan  kesildikten sonra kese kagitlarina
konulmus ve etiket bilgileri yazilarak laboratuvara
getirilmistir. ~ Tim  ornekler  fungal izolasyon
galismalarina  kadar +4 °C’de buzdolabinda
saklanmigtir.

Funguslarin izolasyonu

Survey calismalari ile toplanan hastalikli  nohut
bitkilerinin kokleri musluk suyu altinda yikanarak
topraklarindan arindirilmistir. Daha sonra bitkilerin kok
ve kok bogazindan 0.2-0.5 cm boyundaki lezyonlu
parcalar kesilerek ylizey dezenfeksiyonu amaciyla
%1’lik sodyum hipoklorit (NaOCI) ¢ozeltisinde 2
dakika tutulmus ve bunu takiben 5 kez steril saf sudan
gegirilmistir. Daha sonra bitki pargalari steril filtre
kagitlar arasinda kurutularak PDA besi ortami igeren
petri kaplarina 5’er adet olacak sekilde konulmustur.
Bu petri kaplari 24%1 °C’de karanlk ortamda birkag
glin inkiibe edilmistir. Gelisen funguslardan, Nirenberg
ve O'Donnell, (1998)'a gore makroskopik ve
mikroskobik incelemeler sonucunda Fusarium spp.
oldugu distnulenler PDA igeren yeni petrilere
aktarildiktan sonra tek spor izolasyonlari yapilmistir.
Tum izolatlar PDA besi ortami iceren 6 cm ¢apindaki
petri kaplarinda ve filtre kagitlarinda +4 °C’'de ve
%15’lik gliserol iceren eppendorf tiplerde saklanmistir.

Patojenisite testleri

Patojenisite testleri 2016 ylinda in-vitro kosullarda
yUritulmistlr. Patojenisite testlerinin  sonuglarinin
saglikll olmasi igin geng fungus kiiltlrleri kullanilmistir.
Bu amagla ilk olarak stok kiltiirlerden yeniden PDA
iceren petri kaplarina ekim yapilmistir. Fusarium spp.
izolatlari 25+2 °C’de 10-15 giin sireyle inkiibasyona
birakildiktan sonra her petriden 4 mm c¢apindaki 3’er
adet fungus diski alinmistir (Sekil 2a).

Sekil 2. Fungus diskinin alinmasi (2), disklerin su
agarina yerlestirilmesi (b), tohumlarin disk etrafina
yerlestirilmesi (c), hipokotil enfeksiyonu gézlenen
tohumlar (d).
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Her bir parca %2’lik su agar igeren petri kaplarinin
ortasina konularak 48 saat sireyle 2532 °C'de
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 2b). Nohut tohumlari
(ILC482), lekesiz ve saglam olmasina dikkat edilerek
secilmis ve ylizeysel dezenfeksiyon amaciyla %I’lik
NaOCl'de 5 dk. tutularak 3 defa steril saf sudan
gegirilmistir. Daha sonra bu tohumlar her bir petriye
7’ser adet olacak sekilde fungus diskinin etrafina esit
uzaklikta yerlestirilmistir (Sekil 2c). Her fungus igin, 3’er
petri kabi kullanilmig ve her petride 7’ser tohum olmak
lzere toplamda 2| adet tohum yerlestirilmistir.
Kontrol olarak ise, her bir deneme igin yine 4 adet petri
kabinin ortasina fungus igermeyen, sadece su agari
pargasi yerlestiriimis ve bunun etrafina yine dezenfekte
edilen 7’ser adet tohum konulmustur. Tim petriler
parafilm ile sarilarak 25+2 °C’de |2 saat fotoperiyotta
[0-12 glin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Hastallk degerlendirmesi Ichielevich-Auster ve ark.,
(1985)’in hipokotildeki nekrotik alan buyukltgunin
(Sekil 2d) esas alindigi 0-5 skalasina (0: saglikh bitki, |:
%1-10 hipokotil enfeksiyonu, 2: 9%]11-30 hipokotil
enfeksiyonu, 3: %3 1-50 hipokotil enfeksiyonu, 4: %51-
80 hipokotil enfeksiyonu, 5: 6l bitki) gore yapilmistir.
Patojenisite testleri ile elde edilen skala degerleri
lzerinden Townsend-Heuberger formiiliine gore
hastalik siddeti oranlari hesaplanmistir (Townsend-
Heuberger, 1943). Buna gore;

Hastalik Siddeti (%) = Z(nxV/ZxN)x 100

n: skalada farkli hastalik derecesine giren bitki sayisi,
V: skala degeri,

Z: en yiksek skala degeri,

N: gozlem yapilan toplam bitki sayisi

BULGULAR ve TARTISMA

Survey ve funguslarin izolasyonu

Survey galismalari sonucunda, Eskisehir’de |2 tarladan
225 bitki, Usak’'ta |6 tarladan 243 bitki, Kitahya'da 16
tarladan 308 bitki ve Denizli'de 12 tarladan |16 bitki
olmak lizere toplamda 56 farkli tarladan 892 adet bitki
toplanmistir.  Yapilan cins  diizeyinde tanilama
galismalarinda Nirenberg ve O'Donnell, (1998)’a gore
Fusarium spp. olarak belirlenen izolatlar kategorize
edilmistir.  Yapilan izolasyon islemi sonucunda
Kitahya'dan toplanan bitkilerden 178, Eskisehir’den
147, Denizli’den 167 ve Usak’tan 222 adet olmak lizere
toplamda 714 adet Fusarium spp. izolati elde edilmistir
(Cizelge 2). Calismamizda survey yapilan bolgelerde
nohut ekim alanlarinin Fusarium spp. ile son derece
bulasik oldugu soylenebilmektedir. Benzer sekilde,
Bayraktar ve Dolar (2009) Turkiye'nin |5 farkli ilinde
gergeklestirdikleri surveyler sonucunda nohuttan izole
edilen en baskin tirin Fusarium spp. oldugunu
belirtmislerdir.
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Cizelge 2. Survey yapilan illerden alinan 6rnek ve izolat

sayllari

i Incelenen tarla

Incelenen tarla

Alinan bitki sayisi Izole edilen fungus

alani (da) saylsl saylsl
Usak 613 16 243 167
Kitahya 566 16 308 147
Denizli 154 12 16 178
Eskisehir 285 12 225 222
Toplam 1618 56 892 714

Patojenisite testleri

Patojenisite testleri sonucunda izolatlarin hastalik
siddeti degerleri %1-100 arasinda degismis olup,
izolatlar arasindaki patojenik varyasyon agikga ortaya
konulmustur. Bayraktar ve Dolar, (2012) ve Demirel
ve ark., (2019) da nohuttan izole ettikleri F. oxysporum
f. sp. ciceris izolatlarinin yiksek oranda varyasyon
gosterdigini  belirtmislerdir.  Calismamizda in-vitro
patojenisite testi, bitkide hipokotil enfeksiyonunun esas
alindig), petri kaplarinda uygulanan ve kisa siirede gok
saylda izolatin testlenmesine imkan veren bir testleme
yontemi oldugu igin tercih edilmistir. Bu metot
nohuttan izole edilen Rhizoctonia spp. ve Fusarium spp.
izolatlarinin patojenisitelerinin arastirlmasinda daha
once de basariyla kullanilmistir (Basbagci ve ark., 2019;
Basbagci ve Dolar, 2020; Dilmag ve ark., 2020).
Calismamizda 714 izolat arasindan |64 tanesinin %80-
100, 27| tanesinin %60-80, |34 tanesinin %40-60, |13
tanesinin %20-40 ve 32 tanesinin ise %0-20 oranlarinda
hastalik siddetine neden olduklar gorilmustir. Aydin
ve Inal, (2019) nohuttan izole ettikleri Fusarium spp.
izolatlarinin  virilenslik  derecelerinin  farklilik
gosterdigini ve bu degerlerin 0-4 skalasina gore 1.25-
3.50 arasinda degistigini belirtmislerdir.

iller bazinda bakildiginda ise caligmamizda Usak,
Kitahya ve Denizli illerinden elde edilen izolatlarin
blylk gogunlugunun hastalik siddeti degerlerinin %60-
80 araliginda yer aldig), Eskisehir’de ise %60-80 ve %80-
[00 araliginda esit sayida izolatin yer aldig
gorilmektedir  (Sekil 3). Calismamizda  yliksek
derecede virllent izolat orani (>%60 hastalik siddeti)
%60.9 olarak belirlenmistir.

m Tiim izolatlar mUsak mXKiitahya = Denizli mEskisehir

271

164

134
113

43414238

80-100

97
6670
49 38
27293027 32 34
aen Hncn
20-40 40-60 60-80
Hastalik siddeti (%) aralig

610 6 10

0-20

32
0

Sekil 3. Fusarium spp. izolatlarinin hastalik siddeti (%)
araligina gore dagilimi.
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Bu oran Usak ili igin %63.0, Kitahya ili igin 9%60.1,
Denizli ili icin %67.0, Eskisehir ili igin ise %51.7°dir. Tim
bu veriler degerlendirildiginde, bu calismadan elde
edilen Fusarium spp. izolatlarinin biyiik gogunlugunun
nohutta yuksek derece virllent oldugu sonucuna
variimaktadir. Bayraktar (2006) aralarinda Usak,
Eskisehir, Kitahya ve Denizli’'nin de yer aldigi 15 farkli
ilin nohut ekim alanlarindan elde ettigi Fusarium
tirlerine ait izolatlarin buyik gogunlugunun orta ve
ylksek oranda virllenslige sahip oldugunu bildirmistir.
Dilmag ve ark., (2020) ise in-vitro kosullarda
yurittlkleri patojenisite galismalarinda, Usak ilinde
nohuttan elde ettikleri Fusarium spp. izolatlarinin
%60.43’lnin patojen oldugunu rapor etmislerdir. Bu
sonuglar galismamiz ile paralellik gostermektedir.
Ulkemiz 6nemli nohut ekim alanlarinda sorun olan
Fusarium spp. izolatlarinin in-vitro kosullarda virtlenslik
durumlarinin ortaya konuldugu bu galisma sonuglarinin
ileride yapilacak olan dayaniklilik islahi galismalarina isik
tutmasi beklenmektedir.
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